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摘要：利用反转录聚合酶链式反应（JM3NOJ）结合快速扩增 #!1D 末端（JDO6）技术克隆了褐飞虱 -+)$.$/0$#$ )1*2&3
乙酰胆碱酯酶基因 #!1D。该 #!1D 全长 ’ *)5 %G，包含一个 , +-4 %G 的开放阅读框（P"<Q7<R 登录号 DS42’*’(）；在

推导出的 )*) 个氨基酸残基的前体蛋白中，1 端的前 -( 个氨基酸残基为信号肽，随后的 ),) 个氨基酸残基是成熟

的乙酰胆碱酯酶序列，其预测的分子量为 )+ *,4 !。在一级结构中，形成催化活性中心的 - 个氨基酸残基（0"&’*’，

P9E-5, 和 T8:*42），以及在亚基内形成二硫键的 ) 个半胱氨酸完全保守；位于催化功能域的 ,* 个芳香族氨基酸中有

,( 个完全保守。该酶的氨基酸序列与黑尾叶蝉的同源性最高，达 4-U。对来自 ’- 种昆虫（包括褐飞虱）的 -( 个乙

酰胆碱酯酶的聚类分析显示，褐飞虱的乙酰胆碱酯酶与其中 ) 个!型乙酰胆碱酯酶（DO?6’）同属一个支系；此外，

只存在于昆虫 DO?6’ 中的超变区及特异的氨基酸残基，也存在于褐飞虱的乙酰胆碱酯酶中。以上结果表明，所克

隆的褐飞虱的乙酰胆碱酯酶基因是一个与黑腹果蝇的 ’/#4’)’*’13 型基因同源的 DO?6’ 基因。
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乙酰胆碱酯酶（DO?6，6O -L,L,L5）的作用是及

时分解神经递质乙酰胆碱，从而终止神经冲动在中

枢及周边神经系统中的继续传递，抑制乙酰胆碱酯

酶的 活 性 将 导 致 动 物 的 麻 痹 甚 至 死 亡（M7;9B&
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!""!）。此外，在动物体内除神经系统外的其他部

位，也有乙酰胆碱酯酶的合成，这些酶分子可能不具

有分解乙酰胆碱的功能，而是作为调控因子参与细

胞的生长及黏附过程（#$%&’ ()* #&+*,()，-..!）。在

昆虫体内，乙酰胆碱酯酶是世界上使用最广的氨基

甲酸酯类和有机磷杀虫剂的靶标酶（/(%&0 !" #$ 1，
-...）。 自 !"23 年 克 隆 到 黑 腹 果 蝇 %&’(’)*+$#
,!$#-’.#("!& 的第 ! 个乙酰胆碱酯酶基因以来，人们

相继从昆虫中克隆到的各类乙酰胆碱酯酶基因已超

过 -. 种，并对其中与人类生产生活密切相关的昆虫

（如 冈 比 亚 按 蚊 /-’)*!$!( .#,0+#!、铜 绿 蝇 123+$+#
32)&+-#、马铃薯甲虫 1!)"+-’"#&(# 4!3!,$+-!#"# 及棉铃

虫 5!$+3’6!&)# #&,+.!&# 等）的乙酰胆碱酯酶进行了深

入研究，在很大程度上揭示了这些乙酰胆碱酯酶的

分子 结 构 及 相 应 昆 虫 产 生 抗 药 性 的 机 理（4+ ()*
/()，-..5）。褐飞虱 7+$#)#&6#"# $2.!-( 是最重要的

水稻害虫之一（6(7()(8& ()* 9+7(:(;(，-...），而关

于褐飞虱乙酰胆碱酯酶基因的克隆及序列分析迄今

未见报道，因而严重阻碍了人们对褐飞虱产生抗药

性机理的进一步认识。我们克隆了褐飞虱乙酰胆碱

酯酶基因的完整 <=>?，对所推导的乙酰胆碱酯酶与

其他昆虫的乙酰胆碱酯酶进行了氨基酸序列比较及

进化关系分析，并确定了该基因的类型。

! 材料与方法

!"! 试虫

褐飞 虱 种 群 饲 养 在 感 虫 水 稻 品 种 台 中 ! 号

（@>!）上，温度为（-A B -）C，相对湿度 2.D，光周期

!34E2=。收集 5 龄若虫用于分离总 F>?。

!"# 乙酰胆碱酯酶基因 $%&’ 核心片段的克隆

参照说明书用 @FGH$0 试剂（G)I+7%$:&)，J#?）提

取总 F>?。以 !K.!: 经 =>(L& "处理过的 F>? 为

模板，采 用 引 物 $0+:$ *（@）!A 和 逆 转 录 酶 MM4N
（OGPQR PF4）在 -.!4 反应体系中合成 <=>? 第 !

链。

按 STU 等（-...）方法合成简并引物并进行巢式

VQF 反应，扩增产物在 !K.D的琼脂糖凝胶上电泳

分开。将预期的 =>? 片段回收后，克隆于 WOXMY@
&(LZ 载体（V%$,&:(，J#?）上，使用 M![ 和 M![（ \ ）通

用引物进行双向测序，所用测序仪为 ?PGY[]] 全自

动序列分析仪（VX ?WW0+&* P+$LZL7&,L，J#?）。根据

测序结果设计出基因特异性引物（O#V），其中反义

引物 O#V! 序列为：A^YO@QQ@@O?OQQ?OQOO?@?OQ?

?OOOY[^；有义引物 O#V- 序列为：A^Y Q?@O?OQOOQ
?Q?OQ@?Q?Q@OO?QOY[^。
!"( 快速扩增 $%&’ 末端（)*和 (*+’,-）

所用试剂盒为 #M?F@ F?QX <=>? 扩增试剂盒

（P= P+$L<+&)<& Q0$)7&<T Q$,W()Z，J#?）。A^ F?QXY
F&(*Z <=>? 合成的反应体系为 !.!4，含有 !!4 的

A^YQ=#，!!4 的 P= #M?F@ #? $0+:$，!!4 总 F>?
（!!:_!4），-!4 去离子水，-!4 的 A ‘ 缓冲液，!

!4 的 -. ,,$0_4 二 硫 苏 糖 醇，! !4 的 !. ,,$0_4
*>@V 混合物和 !!4 P= V$;&%#<%+W7 反转录酶。[^
F?QXYF&(*Z <=>? 合成的反应体系亦为 !.!4，含有

!!4 的 [^YQ=# 引物 ?，!!4 总 F>?（!!:_!4），[!4
的去离子水，-!4 的 A ‘ 缓冲液，!!4 的 -. ,,$0_4
二硫苏糖醇，!!4 的 !. ,,$0_4 *>@V 混合物和 !!4
P= V$;&%#<%+W7 反转录酶。将两组反应体系在 5-C
保温 !KA T 以完成 <=>? 第 ! 链的合成。分别用

@%+<+)&YX=@? 缓冲液稀释 !. 倍备用。

扩增 A^ <=>? 末端的反应体系为 A.!4，其中含

有 [5KA!4 **/-R，A!4 的 !. ‘ P= ?*I()7(:& - VQF
缓冲液，!!4 的 !. ,,$0_4 *>@V 混合物，!!4 的 A.
‘ P= ?*I()7(:& - V$0Z,&%(L& M+a，-KA!4 的 A^F?QXY
F&(*Z <=>?，A!4 的 !. ‘ JVM，!!4 的 !.!,$0_4
O#V!。扩增 [^ <=>? 末端的反应体系为 A.!4，含有

[5KA!4 **/-R，A!4 的 !. ‘ P= ?*I()7(:& - VQF 缓

冲液，!!4 的 !. ,,$0_4 *>@V 混合物，!!4 的 A. ‘
P= ?*I()7(:& - V$0Z,&%(L& M+a，-KA!4 的 [^ F?QXY
F&(*Z <=>?，A!4 的 !. ‘ JVM，!!4 的 !.!,$0_4
O#V-。使用 @$U<T*$;) 的程序进行 VQF 反应：首先

在 "5C保温 [. L，]-C [ ,+)，进行 A 轮循环；接着

"5C [. L，].C [. L，]-C [ ,+)，进行 A 轮循环；随

后 "5C [. L，32C [. L，]-C [ ,+)，进行 -2 轮循环；

最后于 ]-C保温 ] ,+) 以确保所有的 =>? 链合成

完毕。以上 VQF 反应均在 VXY"].. VQF 仪（V&%b+)
X0,&%，J#?）上进行。扩增产物在 !K.D的琼脂糖凝

胶上电泳分开。

!". 乙酰胆碱酯酶基因 $%&’ 的测序及序列分析

将较亮的 =>? 带回收、克隆后测序。对来源于

A^和 [^F?QX 的 <=>? 片段分别测 5 个以上的单克

隆，以消除 VQF 反应过程中可能出现的碱基错配。

分别使用 =>?7$$0L 3 和 Q0UL7(0c I!K2（@T$,WL$)
!" #$ 1，!""]）软件进行核苷酸序列的翻译和氨基酸

序列的比对分析。使用 Q$,WU7& WG_M; 在 线 工 具

（T77W：__UL 1 &aW(LZ 1 $%:_7$$0L_W+ \7$$0 1 T7,0）进行蛋白质

分子量的预测。使用 #+:)(0V [K. #&%I&% 在线工具

A[.!3 期 杨之帆等：褐飞虱乙酰胆碱酯酶基因全长 <=>? 的克隆及序列分析



（!""#：$$%%%& ’() & *"+ & *,$)-./0’-)$1023456）预测蛋白质

前体的信号肽。使用 75+)"458 /9:; 软件中的 <=> 选

项（自举检验次数 ? 9 @@@）进行分子系统树的构建

（642-，9AAB）。此外使用 <-"<25C’ 程序对蛋白质序

列中可能存在的 < 糖基化位点进行预测（<0-5)-3 !"
#$ &，9AAD）。

! 结果与分析

!"# 褐飞虱乙酰胆碱酯酶基因 $%&’ 的克隆及序

列分析

使用简并 EF=67E 技术扩增出褐飞虱乙酰胆碱

酯酶 基 因 ’G<H 的 核 心 片 段（图 9：H），与 I!+ 等

（J@@@）报 道 相 符。测 序 表 明 该 片 段 长 JD; (#，经

KLH1F 查询，证实此片段为乙酰胆碱酯酶基因 ’G<H
的部分同源分子。根据此片段设计基因特异引物

M169 和 M16J，用 EH7N 技术扩增到乙酰胆碱酯酶基

因的 OP和 QP ’G<H 末端（图 9：K，7），将琼脂糖凝胶

上的 G<H 带回收并克隆测序。

图 9 EF=67E 第 J 轮扩增的结果（H）、OPEH7N 结果（K）和 QP EH7N 结果（7）

R02& 9 H24.S)- 2-5（9:@T）)!S%032 "!- #.S*+’") SU "!- 3-)"-* EF=67E（H），OPEH7N（K）43* QPEH7N（7）

箭头指示扩增出的目标 G<H 带 F!- 4..S%) 03*0’4"- "!- 03"-.-)"-* G<H (43*)& V9：G<H 梯度 G<H 54**-. 9@@ (#；VJ：G<H 梯度 G<H

54**-. J@@ (#；9：EF=67E 产物 6.S*+’") SU EF=67E；J：OPEH7N 产物 6.S*+’") SU OPEH7N；Q：QPEH7N 产物 6.S*+’") SU QPEH7N&

对测序所得的 OP和 QP ’G<H 末端的核苷酸序列

进行拼接，得到褐飞虱乙酰胆碱酯酶基因的全长

’G<H，其长度为 J WBD (#。在该 ’G<H 序列的 OP端
存在 W@Q (# 的非翻译区（XFE），中间为 9 AQ; (# 的

开放阅读框（YER），QP 端非翻译区（XFE）长度为 9JQ
(#（其中包括 JA (# 的 #S5C（H）尾巴）。在 #S5C（H）尾

巴的 上 游 9W (# 处 有 一 个 典 型 的 加 尾 信 号 序 列

（HHFHHH）（图 J）。该序列在 M-3K43, 中的登录号

为 H>;OJWJ@。

!"! 褐飞虱乙酰胆碱酯酶氨基酸序列分析

由全长 ’G<H 预测的褐飞虱乙酰胆碱酯酶的前

体酶原含有 BWB 氨基酸残基，其中位于 < 端的信号

肽长度为 Q@ 个氨基酸残基，随后是 B9B 个氨基酸残

基的成熟多肽，即乙酰胆碱酯酶（图 J）。该酶的分

子量（V%）和等电点（#Z）分别为 BA W9;:OD G 和 O:J9，

与来自黑尾叶蝉 %!&’("!"")* +),+")+!&- 的 H7!N（V%$
#Z：DQ DBW:9O$O:Q@；M-3K43, 登录号：HR9WOJQO=9）和

棉蚜 .&’)- /(--0&)) 的 H7!NJ（V%$#Z：D@ OW9:O9$W:A;；

M-3K43, 登录号：HRO@J@;9=9）非常相近。根据预测，

在成熟多肽的内部存在 W 个潜在的 < 糖基化位点

（/S3 [-0\3-，9A;D），它们分别是位于第 99Q ] 99O 位

的 H)3=L-+=1-.，第 W@D ] W@A 位的 H)3=V-"=F!.，第 WA;
] O@@ 位的 H)3=V-"=1-. 和第 B@O ] B@D 位的 H)3=V-"=
F!.（图 J）。

将褐飞虱的乙酰胆碱酯酶与其他昆虫的 JA 种

乙酰胆碱酯酶（登录号见图 Q 说明）的氨基酸序列进

行同源性比较。结果表明，褐飞虱与黑尾叶蝉的同

源 性 最 高，达 ;QT； 其 次 与 马 铃 薯 甲 虫 1 &
2!+!3$),!#"# 和意大利蜜蜂 .&)- 3!$$)4!5# 的同源性同

为 BAT； 与 禾 谷 缢 管 蚜 6’(&#$(-)&’73 &#2) 的

H7!N9、桃 蚜 8097- &!5-)+#! 的 H7!NJ、麦 长 管 蚜

:)"(;)(, #<!,#! 的 H7!N9、棉蚜的 H7!N9 和麦二叉蚜

:+’)9#&’)- /5#3),73 的乙酰胆碱酯酶同源性最低，均

只有 QQT；而与其余 J9 种昆虫乙酰胆碱酯酶氨基

BQ@9 昆虫学报 .+"# =,"(3($(/)+# :),)+# WA 卷



图 ! 褐飞虱乙酰胆碱酯酶基因 "#$% 的核苷酸序列及推导的氨基酸序列

&’() ! $*"+,-.’/, 01/ /,/*",/ 02’1- 0"’/ 3,4*,1",3 -5 %678 "#$% 59-2 !"#$%$&’$($ #)*+,-
信号肽切割位点用箭头标识；四个 $ 糖基化位点的氨基酸残基用方框标识；终止密码用星号标识；加尾信号序列（%%:%%%）以下划虚

线标识；;<= 引物序列以下划线标识。:7, 3’(10+ >,>.’/, "+,0?0(, 3’., ’3 209@,/ AB 0 ?,9.’"0+ 099-C) &-*9 >-.,1.’0+ $D+’1@,/ (+B"-3B+0.’-1 3’.,3 09,

A-E,/) :7, 3.-> "-/-1 0. .7, ,1/ -5 .7, "-/’1( 9,(’-1 ’3 209@,/ C’.7 01 03.,9’3@) % >*.0.’?, >-+B0/,1B+0.’-1 3’(10+（%%:%%%）’1 .7, FGD*1.9013+0.,/

3,4*,1", ’3 *1/,9+’1,/ C’.7 /-.3) :7, 3,4*,1",3 -5 ;<=3 5-9 HG 01/ FG I%68 09, *1/,9+’1,/)

酸序列的同源性介于 FJK L MJK之间。

目前在 ;,1N01@ 中收录的昆虫乙酰胆碱酯酶基

因分为两大类，分别是果蝇 %678 的 %$&$#.*.)- 基因

（即!型基因 %678O）和 .&(/.#.*.)- 基因（即"型基

因 %678!）（67,1 +( $# )，!PPM）。作者构建系统树时

所引用的 !Q 种昆虫乙酰胆碱酯酶基因中，!O 种是

%678! 基因，R 种是 %678O 基因。系统树（图 F）显示

了 FP 种乙酰胆碱酯酶的进化关系。它们分属于 F
个支系，褐飞虱的乙酰胆碱酯酶与其中 M 个 %678!
组成一个支系。在此支系中，褐飞虱与黑尾叶蝉的

关系最近，组成一个独立的簇，两者之间的自举检验

置信度为 QRO，暗示了它们可能由一个共同的祖先

进化而来。在系统树中，德国小蠊自成一个支系；

而其余 !! 个乙酰胆碱酯酶组成另一个大的支系，这

其中包括了 OJ 个 %678! 和 R 个 %678O（图 F）。这一

结果也表明，在长期的进化过程中昆虫的乙酰胆碱

酯酶发生了重大分化。

通过深入研究，人们揭示了太平洋电鳐乙酰胆

碱酯 酶（:-9>,/’1’5-92,3：:-9>,/’1’/0,；%"：=PJPHR）

一级结构中所有的保守序列和位点（<"7*20"7,9 +(
$# )，OQRM；<*33201 +( $# )，OQQO），而这些保守的序

列和位点绝大多数在褐飞虱的乙酰胆碱酯酶中存在

（图 J）。这些结构特点总结如下［按惯例，括号中的

数字为太平洋电鳐乙酰胆碱酯酶的相应氨基酸残基

的位置（S033-*+’T +( $# )，OQQ!）］：（O）组成活性位点

的保守的氨基酸残基，即 <!J!（!PP），8FUO（F!U）和
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图 ! 使用邻接法构建的包含褐飞虱及其他 "# 种

昆虫乙酰胆碱酯酶的系统树

$%&’ ! ()*+,&-.-/%0 /1--2 ,3 /)- 4-450-4 67)8 9:%., 90%4
2-;5-.0-2 0,.2/150/-4 <%/) /)- .-%&)=,1>?,%.%.& :-/),4

@ AAA 次的自举检验置信度值标于分枝线上。比例尺代表每

位点 AB@ 个核苷酸的替换。乙酰胆碱酯酶名称用相应昆虫属

名的第一个字母加上种名的前两个字母表示。C)- =,,/2/19D
E9+5-2 <%/) @AAA /1%9+2 91- %.4%09/-4 ,. =19.0)-2’ C)- 209+- =91
1-D1-2-./2 AB@ .50+-,/%4- 25=2/%/5/%,.2 D-1 2%/-’ C)- 67)8 .9:- %2
:94- 5D ,3 9. 9==1-E%9/%,. ,3 2D-0%-2 .9:-（/)- 3%12/ +-//-1 ,3 &-.52
.9:- 3,++,<-4 =* /)- 3%12/ /<, +-//-12 ,3 /)- 2D-0%3%0 .9:-）’所引用的

乙酰胆碱酯酶的来源及 F-.G9.H 登录号如下 I-;5-.0-2 52-4
9.4 /)-%1 F-.G9.H 900-22%,. .5:=-12：J6K：棉 铃 虫 !"#$%&’"()*
*(+$,"(*，6L@M"!"N；(OL@：小 菜 蛾 -#./"##* 01#&2/"##* 67)8@，

6L#PA"#!；(OL"：小 菜 蛾 - ’ 01#&2/"##* 67)8"，6LAQ@#PN>@；

GRS：家 蚕 3&+410 +&($，TU@@NP#"；7(S"：苹 果 蠹 蛾 516$*
)&+&7"##* 67)8"，TU"QP#PQ；VWX：褐 飞 虱 8$#*)*(’*/* #.,"72，
6YZN"M"A；V7[：黑尾叶蝉 8 ’ %$7%/$%")2，6$@MN"!N>@；WT8：马铃

薯甲 虫 9 ’ 6"%"+#$7"*/*，U"PQPP；GF8"：德 国 小 蠊 3#*//"##*
,"(+*7$%* 67)8"，TU"ZZZMP；6R8：意大利蜜蜂 :)$2 +"##$;"(*，

6$"@!A@"；6FS@：棉蚜 : ’ ,&221)$$ 67)8@，6$NA"AZ"；6FS"：棉

蚜 : ’ ,&221)$$ 67)8"，6$NA"AZ@>@； K(6@：禾 谷 缢 管 蚜

<=&)*#&2$)=.+ )*6$ 67)8@，6LQQPM!N；K(6"：禾 谷 缢 管 蚜 < ’
)*6$ 67)8"，6LPAP!@Z；R(8@：桃 蚜 >1?.2 )"(2$%*" 67)8@，

6$"ZP"#@>@；R(8"：桃蚜 > ’ )"(2$%*" 67)8"，6L@MPP#P；I6\@：

麦长管蚜 @$/&4$&7 *’"7*" 67)8@，6LZ@#PAM；I6\"：麦长管蚜 @ ’
*’"7*" 67)8"，6LPAP!@#>@； 7CK@：三 带 喙 库 蚊 5.#"0
/($/*"7$&(=17%=.2 67)8@，6G@""@N@>@；7CK"：三 带 喙 库 蚊 5 ’
/($/*"7$&(=17%=.2 67)8"，6G@""@N"；7(["：尖音库蚊 5.#"0 )$)$"72
67)8"，6R@N#@#!； 668：埃 及 伊 蚊 :"6"2 *",1)/$，IQQ"!Q；

6F6@：冈比亚按蚊 :7&)="#"2 ,*+4$*" 67)8@，6YN@"N@@；6F6"：

冈比亚按蚊 : ’ ,*+4$*" 67)8"，GVAAAAQP>@；6IC：斯氏按蚊

:7&)="#"2 2/")="72$，(NQ@Q@；TR8：黑 腹 果 蝇 A ’ +"#*7&,*2/"(，
VR>ANPQAN；GSW：橄 榄 果 实 蝇 3*%/(&%"(* &#"*"，6$MN"AN">@；

W7X：铜绿蝇 9 ’ %.)($7*，XZZQ!@>@；RTS：家蝇 >.2%* 6&+"2/$%*，

6$"Z@@Q@>@；IFK：麦 二 叉 蚜 @%=$?*)=$2 ,(*+$7.+，6$!"@NPM。

系统树 用 昆 虫 乙 酰 胆 碱 酯 酶 全 长 序 列 构 建。C)- /1-- <92

0,.2/150/-4 <%/) /)- 35++ 2-;5-.0-2 ,3 /)- %.2-0/ 67)82’

JMZN（MMA）；（"）胆碱结合位点 ]@AZ（ZM）；（!）形成

二硫 键 的 ! 对 半 胱 氨 酸 残 基，即 7#@（QP）>7@@Z

（#M），7"#Q（"NM）>7!@@（"QN）和 7MMP（MA"）>7NQ!
（N"@）；（M）涵盖 I"M"（"AA）位点的序列 $F8I6F，这

在所有的乙酰胆碱酯酶中均保守；（N）$!!M（"#A），

这个保守的芳香族氨基酸残基存在于所有无脊椎动

物乙酰胆碱酯酶分子的酰基口袋处（I5/)-1+9.4 "/
*# ’，@##P）；（Q）在太平洋电鳐乙酰胆碱酯酶分子的

催化功能域中存在 @M 个保守的芳香族氨基酸残基，

其中 @A 个在褐飞虱乙酰胆碱酯酶中完全保守，它们

是 ]@AZ、]@N@、L@QP、]"PN、]!"Q、$!!M、L!PM、

$!PN、L!PZ 和 ]MPP，而其他 M 个被不保守的氨基酸

残基所取代，它们是：̂#M（LPA），R@NZ（L@"@），I!!Q
（$"#"）以及 TMZ#（LMM"）。图 M 的氨基酸序列比对

结果表明，褐飞虱乙酰胆碱酯酶序列中含有只在昆

虫 67)8" 中出现的特异氨基酸残基，这些保守的氨

基酸残基在昆虫 67)8@ 中不保守；此外，只存在于

67)8" 中而 67)8@ 中没有的超变区同样出现在褐

飞虱的乙酰胆碱酯酶序列中。

! 讨论

本实验采用 KC>(7K 结合 K678 技术克隆了褐

飞虱乙酰胆碱酯酶的全长 0TV6，并对其核苷酸序列

及推导的氨基酸序列进行了分析。该酶与黑尾叶蝉

的乙酰胆碱酯酶在氨基酸序列上存在 Z!_的同源

性。太平洋电鳐乙酰胆碱酯酶一级结构中的绝大多

数保守的氨基酸残基（I0)5:90)-1 "/ *# ’，@#ZQ）在褐

飞虱 的 乙 酰 胆 碱 酯 酶 中 可 以 找 到。 I522:9. 等

（@##@）研究发现，太平洋电鳐乙酰胆碱酯酶分子中

的 @M 个芳香族氨基酸残基形成一个底物通道，乙酰

胆碱通过此通道到达并接近催化活性位点的丝氨

酸，从而完成生化反应。在褐飞虱的乙酰胆碱酯酶

中，形成底物通道的 @M 个芳香族氨基酸有 @A 个是

保守的，M 个被非芳香族氨基酸残基取代（图 M），在

其他 "# 种昆虫的乙酰胆碱酯酶中，也出现了相应位

置的 M 个芳香族氨基酸被非芳香族氨基酸取代的现

象。这一结果表明 M 个芳香族氨基酸被取代并不影

响昆虫乙酰胆碱酯酶的功能，另一方面也反映了在

动物的进化过程中，该酶的分子结构在脊椎动物和

昆虫中的分化差异。在褐飞虱乙酰胆碱酯酶中还存

在 M 个 V 糖基化位点，它们可能对于该酶的定位是

必须的，这是因为在无脊椎动物中，乙酰胆碱酯酶分

子需要通过磷酯酰糖苷键锚定在细胞膜上才能发挥

正常的生理功能（F9&.-* "/ *# ’，@#ZP）。

通过对褐飞虱的乙酰胆碱酯酶与 "# 种昆虫的

Z!A@ 昆虫学报 :%/* B7/&+&#&,$%* @$7$%* M# 卷



图 ! 褐飞虱乙酰胆碱酯酶与其他 ! 种昆虫的乙酰胆碱酯酶的氨基酸序列比较
"#$% ! &’#$()*(+ ,- . &/012 -3,) !"#$%$&’$($ #)*+,-（4% ’ %）5(6 ,+0*3 -,73 #(2*8+2

9 种昆虫的乙酰胆碱酯酶是：:;<=：小菜蛾 . % /0#1-(+##$ &/01=，&<>.?@>A；:;<@：小菜蛾 . % /0#1-(+##$ &/01@，&<?9=>.BC=；&D&=：冈比亚
按蚊 2 % *$34"$+ &/01=，&EB=@B==；&D&@：冈比亚按蚊 2 % *$34"$+ &/01@，F4????9.C=；/:G@：库蚊 5 % %"%"+,- &/01@，&H=B>=>A；/:I@：苹
果蠹蛾 5 % %131,+##$ &/01@，JK@9.>.9。所有序列均去除了 4 端和 / 端的非保守序列；相同的氨基酸以星号标识；保守的氨基酸以点
号标识；参与形成催化活性位点的氨基酸用菱形标识；位于催化活性位点的保守的芳香族氨基酸残基以三角标识；可能被取代的芳香
族氨基酸残基以实心小方块标识；胆碱酯酶识别序列以粗下划线标识；参与形成二硫键的半胱氨酸残基以线条相连；有灰色阴影的氨
基酸残基为昆虫 &/01@ 所特有；只存在于 &/01@ 中而 &/01= 中缺乏的超变区位于方框中。L0* 4C 5(6 /C +*3)#(5’ 2*M7*(8*2 53* (,+
3*N3*2*(+*6 O*8572* ,- +0*#3 P53#5O#’#+Q % G6*(+#85’ 5)#(, 58#62 53* #(6#85+*6 OQ 52+*3#2R2 5(6 8,(2*3P5+#P* 27O2+#+7+#,(2 OQ 6,+2% L0* 3*2#67*2 -,3)#($
85+5’Q+#8 +3#562 53* 6*N#8+*6 S#+0 6#5),(62% L0* N,2#+#,(2 ,- 8,(2*3P*6 53,)5+#8 3*2#67*2 ’#(#($ +0* 58+#P* 2#+* $,3$* 53* )53R*6 S#+0 +3#5($’*2% L0*
N,2#+#,(2 ,- (,(C53,)5+#8 3*2#67*2 +05+ N,22#O’Q 27O2+#+7+* +0* 53,)5+#8 3*2#67*2 ’#(#($ +0* 58+#P* 2#+* $,3$* 53* )53R*6 S#+0 ’#++’* 2,’#6 2M753*2% L0*
80,’#(*2+*352* 2#$(5+73* 2*M7*(8* #2 )53R*6 S#+0 5 O,’6 7(6*3’#(*% /Q2+*#(* 3*2#67*2 #(P,’P*6 #( #(+35805#( 6#27’-#6* O,(62 53* 8,((*8+*6 OQ ’#(*2% &)#(,
58#62 #( $3*Q 53* 2N*8#-#8 +, &/01@TL0* 0QN*3P53#5O’* 3*$#,( ,- &/01@，5O2*(+ #( &/01=，#2 O,U*6%
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乙酰胆碱酯酶的氨基酸序列比较，我们发现，褐飞虱

与其 中 !" 种 昆 虫 的 #$%&! 的 同 源 性 达 ’() *
+,)，而与 + 种昆虫的 #$%&" 的同源性只有 ,,) *
(-)。从图 , 系统树显示的结果可以看出，褐飞虱

的乙酰胆碱酯酶与其中 . 种昆虫的 #$%&! 组成一

个支系，表明它们亲缘关系较近。此外，褐飞虱乙酰

胆碱酯酶序列中含有只在昆虫 #$%&! 中存在的超

变区及特异氨基酸残基，而该超变区及特异氨基酸

残基在昆虫 #$%&" 中不存在或不保守（图 (）。以上

结果表明，所克隆的褐飞虱乙酰胆碱酯酶基因是一

个与黑腹果蝇的 !"#$!%!&!’( 型基因同源的 #$%&! 基

因。

目前，由于杀虫剂的滥用，导致了许多农业害虫

和人畜寄生虫出现了抗药性，表现为乙酰胆碱酯酶

降低了对有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂的敏感性，

而乙酰胆碱酯酶分子中特定氨基酸残基的替换是导

致这种敏感性下降的重要的原因之一（/0 123 412，

!--(；51678%091 )# *% :，!--(；;<887== )# *% :，!--(）。

这反映了乙酰胆碱酯酶一级结构的变构在昆虫形成

抗药性方面的重要性，使乙酰胆碱酯酶的毒理学研

究更加具有意义。长期以来人们主要通过喷洒杀虫

剂来防治褐飞虱，但持续使用杀虫剂带来的问题是

褐飞虱天敌的减少、褐飞虱抗药性的增强、种群的再

次暴发及环境的严重污染（>0?1@1 123 A10@B，"C+(；

A<D1@%1 123 ;7E<F1@%?，!--,）。要解决这些问题，必

须充分了解褐飞虱的抗药性机理。本实验所克隆的

褐飞虱乙酰胆碱酯酶基因 GH5#，在一定程度上揭示

了该酶的分子生物学特性。由于有些昆虫的抗药性

由 #$%&" 变构引起，而在另一些昆虫中则由 #$%&!
变构导致抗药性（I70== )# *% :，!--!），所以有必要进

一步确定褐飞虱中是否存在另一个乙酰胆碱酯酶

（#$%&"）基因及其与抗药性的关系；目前相关的工

作正在进行中。对抗、感两种褐飞虱来源的乙酰胆

碱酯酶基因的对比研究，将从分子水平上揭示其抗

药性本质，从而有助于我们最终实现褐飞虱的抗性

监测和抗性治理的目的。
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